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論文内容の要旨
緒 壬>6、両冊
核酸の化学合成はその一次構造解明以来の重要課題とされ、多くの試みがなされて来たが、現在で
は、比較的短鎖のオリゴヌクレオタイドの化学合成に関しては、一般法が確立されたといえる。従っ
て今後の化学合成の問題点は i) 比較的短い鎖長のオリゴマーをより容易に合成すること。(オリゴ
マーの簡易合成)0 ii) このオリゴマーを活性化してオリゴマー聞の結合反応を行わしめること。(リ
ン酸の活性化)である。
著者はこの点に留意し、前者の例としては、酸化的に脱離可能な保護基を開発し、それを用いてデ
オキシオリゴヌクレオタイドの抽出法による簡易合成を行った。またアミデート法を固相合成に応用
し、リボオリゴヌクレオタイドを合成した。後者の問題の基礎的研究として、リン酸の aminophenyl
ester 及び、 P-hydroxyanilida te の酸化的縮合反応について検討し、 phosphodies ter の生成反応を
見出した。また、これら保護基の活性化基への変換反応を行った。
第一章 ホスホロアミデート及びアミノフェニールエステルの酸化的水解反応
第一節 ホスホロアミデートの酸化的水解反応
3ノ -O-acetylthymidine 5' -phosphoro-p-hydroxy-anilida te , HO-Ph-HN p T OAc は、臭素又はヨウ
素による酸化により定量的に水解されて pTOAc となる。
第二節 アミノフェニールエステルの酸化的水解反応
Aminophenylester , p-aminophenyl 3' -0-acetyl-thymidine 5' -phospha te , NHz-Ph-OpTOAc 及
び N- triphenyl今 methyl 誘導体、 TrNH-Ph-OpTOAc ， N-benzyl 誘導体、 ByNH-Ph-OpTOAc は
aminophenol の amidate の場合と全く同様に酸化的に水解されて pTOAc となる。
第二章 ホスホロアミデート及びアミノフェニールエステルの酸化的縮合反応
第一節 ホスホロアミノデートの酸化的縮合反応
? ?? ?
p-Hyolroxyanilidate , HO-Ph-NHPTOAc を無水条件下 4 当量臭素により、酸化的に活性化し、 2
当量の種々の alcohol (thymidine , 5' ー 0- trimethylacetylthymidine , methanol, isopropanol) と反
応させると、各々 phospho-diester T (5' -5') pTOAc 58.2% , (CH3) 3CO"TpTOAc36. 5 %, 
CH30pTOAc86.6% , (CH3) z C OpTOAc51. 6% を生成した。この場合、大過剰の alcohol 成分
を使用すると、ほとんど定量的に diester を生成する。同様に AcTpNH-Ph-OH と thymidine ，
ribonucleotide の BzC BZ (OBz) -PNH-Ph-OH と 2' 、 3' -O-dibenzoyluridine との酸化的縮合
反応により、 phosphodiester AcTpT45.7% 、 BzC BZ (OBZ) -pU 8~~4. 3%を生じた。 2'-位水酸基
に保護を有しない ribonucleotide の p-kydroxyanilida te , U p NH-Ph-0 H の場合は、酸化による活
性化により、分子内縮合生成物γ 、 3'-cyclic phospha te , U >p を生じた O
第二節 アミノフェニールエステルの酸化的縮合反応
Aminophenylester NHz-PhOpTOAc , TrNHPhOpTOAc も amidate の酸化的縮合反応の場合と同
条件下に methanol と反応して diester ， CH3 0pTOAc を 70-80%収率で生成した。
第三章 酸化的に脱離可能な保護基としての利用
第一節 ホスホロアミデートの保護基として利用
p-Acetoxyaniline を amidate としてリン酸を保護することにより、 ribodinucleotide トhydro­
xyanilidate iBuG iBu ( 0 iBu) -pU (OBz) -pNH-Ph .., OAc を合成した。これを亜硝酸アミル処理す
ると iB .lGiBu (OiBu) -pU (OBz) p が得られ、 aminophenol を保護基としても利用できることを明
らかにした。また p-acetoxyanilida te を脱アシルして、リン酸活性化中間体に変換することもでき
る。
第二節 アミノフェニールエステルの保護基として利用
Aminophenol の N-置換体、 N- trityl , N-benzyl-aminophenol のリン酸エステルは合成と、酸化に
よる水解が容易であり、また縮合中の諸条件下に安定である。また強アルカリ条件下にもエステル結
合が安定であり、従って deoxyoligonucleotide 合成のための保護基としての条件を完全に満たして
いる。
第四章 酸化的脱離基を用いるオリゴヌクレオタイドの合成
第一節 テトラチミジル酸の合成
N-Trityl-p-aminophenyl 3' -o-acetylthymidine 5' -phosphate, TrNH-Ph-OpTOAc を氷冷下ア
ルカリにより脱アシル体 TrNH- Ph-OpT とし、次の成分 pTOAc と TPS により縮合して dimer を
合成した。さらにアルカリ処理と縮合反応をくり返し行った後、脱保護し、テトラヌクレオタイドを
得た。この場合、 トリヌクレオタイドまでは生成物と原料物質とを完全抽出法により分離し、テトラ
ヌクレオタイドは DEAEーセルロースクロマトグラブイーにより単離した。単離収率は、 dimer61 %、
trimer34% 、 tetramer49% であった。
第二節 抽出法によるデオキシダイヌクレオタイドの簡易合成
N-Tritylaminophenol を保護基として、また抽出法による単離の際のハンドルとして用い deoxydi­
nucleotide pABz pC An oAc , d_pGiBupC AnoAc を合成した。原料物質及び生成物との分離は抽出法と
分別沈殿により容易に行える。単離収率は monomer より約50%である。
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第三節 抽出法によるテトラヌクレオタイドの簡易合成
Lipophilic な保護基を用い、 stepwise 法により鎖長を延長し、抽出により分離精製することは原
理的には可能であるが、鎖長が長くなると、生成物と原料物質の性質が類似し、分離が困難となる。
しかし、 ιMMTrC A~CAnと d-pAB~C ~Äc との block 縮合法により、完全抽出法による分離精製が可能
であった。 tetranucleotide の単離収率は49%であった。
第五章 アミデート法の応用によるリボオリゴヌクレオタイドの固相合成
第一節 回相支持体上におけるアミデート化反応
4'-Aminophenoxymethylpolys tyrene と保護したヌクレオタイドとを無水ピリジン中、 DCC によ
り縮合することにより、約 100時間でアミデート生成量が・定量( O. 1 ~O .25mwole / g樹1旨) とな
った。
第二節 ホスホロアミデート樹脂と亜硝酸アミルとの反応
ヌクレオタイドを固定した樹脂を亜硝酸アミル(全アミノ基量の25~50当量)で処理すると 4 時間
でほぼ定量的にヌクレオタイドが遊離する。この場合原料ヌクレオタイドの保護基を損うことなく安
全に遊離できるので全ての塩基を含むオリゴヌクレオタイドの合成が可能で、ある。
第三節 ホスホロアミデート樹脂上における脱トリチル化反応
ダイヌクレオタイド合成のためにアミデート結合を分解することなく、 5ノ位水酸基の脱保護をする
ことが必要である。 8 : 2 酢酸ークロロホルム(又はジクロルメタン)により処理することによりこ
の目的を達することができた。
第四節 固相法によるリボダイヌクレオタイドの合成
脱トリチル基して得たアミデート樹脂に次の成分保護ヌクレオタイドを TPS により縮合し、亜硝
酸アミルにより樹脂より遊離し、 5 種のダイヌクレオタイド MMTrG iBu (OiBu) pU (OBz)p , MMTｭ
rG > Bu (OiBu) pC Bz (OBz) p , MMTrU (OBz) pG iBu (OiBu) p , MMTrG iBu (OiBu) pG iBu (OiBu) p, 
BzC Bz (OBz) pU (OBz) p を合成した。固相法による縮合生成物には複雑な副生物を含まないので、
簡便なゲル炉過法による分離精製が可能で、ある。
第五節 固相法によるボトリヌクレオタイドの合成
ダイヌクレオタイド MMTr (OBz) pG iBu (OiBu) p を固定したアミデート樹脂を酸処理して脱
トリチル後、さらに N， 2 ノ， 5 〆 -0-triacetyladenosine 3' -phosphate と縮合し、樹脂より遊離させて
トリヌクレオタイド AcAAc (OAc) pU (OBz) pG iBu (OiBu) p を合成した。固相法によって末端リ
ン酸基を有するトリヌクレオタイドを得たのはこれが初めてである。
結論
1. Phosphomonoester の活性中間体として p- aminophenol の phosphoramidate 及び phenyl­
ester を合成し、これらの酸化的脱離と酸化的 diester 生成反応を見出した。
2. 上記の aminoph enol 誘導体を合成し、酸化により脱離可能な保護基を開発した。
3. Aminophenol の lipophilic た誘導体を合成し、抽出法によるオリゴヌクレオタイドの合成を行
ったO
4. Aminophenol 誘導体を簡単な処理により、保護基と活性化基に変換できることを見出した。
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5. このことにより、 template 上でのオリゴヌクレオタイドの chemical joining 反応の可能性を
見出した。即ち不活性な aminopheny 1 誘導体を保護基として合成したオリゴ、マーを活性な am申
inophenyl リン酸末端を持ったオリゴマーヘ変換し、この末端リン酸と隣接オリゴヌクレオタイ
ドの末端水酸基を縮合させる反応である。
6. Aminophenol を不溶性樹脂担体に導入し、ヌクレオタイドリン酸基を phosphoramidate として
固定する方法で末端 phosphomonoe s ter を有するリボオリゴヌクレオタイドの固相合成を行っ
た。
論文の審査結果の要旨
オリゴヌクレオチド合成に際してその有用性が認められている芳香性フォスフォロアミデートの脱
自在に際し、 Br z又はじの様な酸化剤による緩和な候件で行えることを発見し、又、 P 位にアミノ基を
有する phenyl エステルも又、同様酸化反応によって脱離出来ることを見出した。
この反応を実際のデオキシオリゴヌクレオチド、 d-TpT ， d-TpTpT， d-TpTpTpT 及び d-pApC ，
d-pGpC の合成に応用し、その際、 p-NH2Tr 基を用いれば抽出法によって精製、分離が可能で、ある
こ己を見出した。又、 d-CpCpApC の合成にも成功した。
次にポリスチレン支持体上にアミノ基を導入し、その上に燐アミデート結合によってヌクレオチ
ドを結合し、順次モノヌクレオチドを結合することによって鎖を延長し、初めてリボヂヌクレオチド
及びトリヌクレオチドを高分子支持体を用いて合成した。
これらの成果はポリヌクレオチド合成上に新たな知見をもたらすものであり、薬学博士に価するも
のと考える。
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